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基于代谢组学探讨不同煎煮法炙甘草汤对异丙肾上腺
素诱导心肌纤维化小鼠的影响※

阙雪云 1 贾 铝 2 黄腾蛟 1 郑 东 1 吴文理 1▲

摘 要 目的目的：：探讨不同煎煮法制备的炙甘草汤对心肌纤维化的防治作用及其作用机制。方法方法：：

将 32 只小鼠随机分为 4 组：空白组、模型组、乙醇煎煮组和水煎煮组。采用皮下注射盐酸异丙肾上腺

素的方法建立心肌纤维化小鼠模型，随后分别使用不同煎煮法制备的炙甘草汤对治疗组小鼠进行为

期 14  d 的灌胃处理。治疗结束后，检测小鼠生物化学指标及心脏组织代谢组学数据。结果结果：：乙醇煎

煮组及水煎煮组两种煎煮法制备的炙甘草汤均能改善炎症细胞浸润、心肌纤维增厚及心肌结构紊

乱，并降低 ISO 注射后升高的心脏体质量指数（P<0.05），同时显著下调心肌胶原合成指标 PⅢNP 水

平，但未能明显改善心功能指标 EF、FS 和 cTnI 水平。代谢组学分析共筛选出 18 种差异代谢物，并识

别出 11 条相关代谢通路。结论结论：：不同煎煮法制备的炙甘草汤虽在指标性成分含量上存在显著差异，

但二者均能抑制 ISO 诱导的心肌纤维化过程中的胶原沉积，影响心肌代谢产物，且两种煎煮方法在疗

效上差异不显著，这可能与指标成分的起效阈值有关。
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心肌纤维化（Myocardial Fibrosis，MF）是心血管疾

病的常见病理改变，常导致心脏功能受损及不良预

后。目前，现代医学多采用他汀类药物、钙通道阻滞

剂等治疗MF，但存在治疗靶点单一、服药周期长等局

限，因此越来越多患者转向中医药治疗。炙甘草汤出

自《伤寒论》，为经典方剂，具有益气复脉、滋阴通阳的

功效，常用于心血管疾病的治疗[1]。由于该方成方年

代久远（东汉时期），其传统煎煮方法与现代临床实践

存在较大差异。为探究不同煎煮法对炙甘草汤疗效

的影响并寻求较优方案，笔者前期已采用现代技术分

析乙醇煎煮与水煎煮两种方法下炙甘草汤的指标成

分含量差异[2]，现进一步通过动物实验评价其在拮抗

MF病变中的效果，并利用代谢组学技术初步探讨其

作用机制，旨在为临床合理应用提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1　中药制备　根据课题组前期建立的实验方法，

分别测定炙甘草汤中君药甘草及贵细药人参的指标

性成分甘草酸铵、人参皂苷 Rg1含量[2]。选择甘草酸

铵、人参皂苷Rg1含量最高与最低的两种煎煮法，用于

后续动物药理学实验。具体方法为：当煎煮时间为   
1  h、溶剂为 4.6%乙醇溶液、煎煮 2次、溶剂用量为 10
倍时，甘草酸铵和人参皂苷Rg1含量最高，以此方法

制备的汤剂用于MF模型小鼠的干预（ED组）；而当煎

煮时间为 1  h、溶剂为水、煎煮 1 次、溶剂用量为 5 倍

时，上述成分含量最低，以此作为WD组的煎煮方法。

1. 2　动物药理学实验　

1. 2. 1 实验动物 选用 32只雄性昆明小鼠（体质量

27～34  g，由浙江维通利华实验动物科技有限公司提

供），饲养于厦门大学实验动物中心的SPF级环境中，

环境条件设置为 12  h/12  h光暗循环、相对湿度 60%
～70%、室温 22～26  ℃；将小鼠随机分为 4组，每组 8
只：空白组（NC）、模型组（ISO）、乙醇煎煮组（ED）和水

煎煮组（WD）。本研究方案经厦门大学实验动物伦理

委员会审批通过（批准号：XMULAC20230021）。所有

动物实验操作均遵循《关于善待实验动物的指导性意
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见》的相关要求。

1. 2. 2 模型制备 参照Xu-Qin Du的造模方法[3]，以

25  mg·kg⁻¹的剂量皮下注射盐酸异丙肾上腺素（Iso⁃
prenaline，ISO）制备MF小鼠模型，以病理组织出现明

显纤维紊乱为成功标准。ISO组、ED组和WD组小鼠

从实验第 1  d起，每日 1次于颈背部皮下注射 ISO（根

据小鼠的体质量进行计算，注射液的体积为 0.1  mL·
10  g⁻¹），连续注射 5  d；NC组小鼠则在相同时间内皮

下注射等体积的生理盐水。

1. 2. 3 干预方式 自皮下注射 ISO当天起，ED组和

WD组小鼠分别灌胃给予相应煎煮方法制备的炙甘草

汤，给药剂量为每次 37.5  mg·kg－1，每日 1次，连续干

预 14  d。NC 组和 ISO 组小鼠则不进行额外的灌胃

处理。

1. 2. 4 样本收集 分别于实验第 1、3、5、7、9、11、13  
d测量小鼠体重。超声心动图检测后次日，进行眼眶

取血，随后采用脱颈法处死并取出心脏组织。每组取

6只小鼠的心脏组织用于病理检查，其余样本用于代

谢组学分析。

1. 2. 5 检测项目与方法 
1.2.5.1 心脏体质量比值和组织病理学检测 处死

小鼠后，立即取出心脏并称重，计算心脏体质量指数

（CWI=心脏湿量/体重×100%）。用 0.9% 氯化钠溶液

冲洗残留血液后，取心尖部组织固定于 4%多聚甲醛

溶液中 48  h，随后经梯度乙醇脱水、石蜡包埋、切片

（厚度为5  μm），并进行苏木精-伊红（H&E）染色。

1.2.5.2 超声心动图检测 实验第14  d灌胃结束后，

对小鼠腹部进行脱毛处理（每组n=6）。实验第15  d，
采用吸入3.5%异氟烷诱导麻醉，并维持1.5%浓度，使

用 Visual Sonics Vevo 2100 超声仪（探头型号 MS 
550D）观察心脏短轴切面，分析短轴缩短率（FS）和射

血分数（EF）。
1.2.5.3 血清心肌肌钙蛋白Ⅰ（cTnI）和Ⅲ型前胶原

氨基端肽（PⅢNP）含量测定 血液标本在室温下凝

固2  h后，以3500  r/min离心15  min，分离血清。采用

酶联免疫吸附测定（ELISA）法进行检测，其中 cTnI使
用优尔生生物科技有限公司的 SEA478Mu 试剂盒，P
Ⅲ NP 使用华美生物工程股份有限公司的 CSB-
E13334m试剂盒。所有检测步骤均严格按照试剂盒

说明书进行操作。

1.2.5.4 心肌代谢组学检测 取45～50  mg心肌组织

样品进行匀浆处理，加入300  μL氯仿提取代谢物，离

心去除杂质后氮吹浓缩保存。复溶时加入550  μL重

水与 40  μL内标物（参照文献[4]），离心后取 550  μL
上清液转移至核磁管，使用Bruker AV600核磁共振波

谱仪检测样品氢谱图。通过正交偏最小二乘判别分

析（OPLS-DA）模型（以P<0.05，变量投影重要性VIP>
1为标准）筛选差异代谢物，结合热图分析和统计学方

法确定显著变化的代谢物，并基于KEGG数据库进行

通路映射。

1. 3　统计学方法　采用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析，使用Prism 8.0软件绘图。计量资料若符合正态分

布，采用比较平均值进行统计描述（两组间比较选择

独立样本 t检验；多组间使用单因素方差分析，其中多

组比较的事后检验，符合方差齐性检验的数据选择 
LDS 检验，不符合方差齐性检验的数据选择 Games-
Howell检验）；若不符合正态分布，采用非参数秩和检

验进行统计分析（两组比较选择 Mann-Whitney U 检

验，多组比较选择 Kruskal-Wallis test 检验）。P<0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　炙甘草汤对 ISO诱导的心肌组织病理学改变的

改善作用　NC组心肌纤维排列整齐、结构清晰。ISO
组心脏组织 HE 染色切片显示出明显的炎症细胞浸

润、心肌纤维增厚、心肌坏死及结构紊乱，提示成功建

立心肌损伤模型。ED组与WD组均可见轻微炎症细

胞浸润，心肌结构紊乱程度较 ISO 组有所改善，但两

组间改善程度差异不明显。见图1A。

2. 2　炙甘草汤对MF小鼠体质量和心脏体质量指数

的影响　图 1B显示，ISO注射后第 1  d小鼠体质量显

著下降（P<0.05）；除第9  d外，ISO组体质量全程均为

最低。ED 组体质量在第 9  d 显著高于 ISO 组（P<
0.05），WD 组总体的体质量亦高于 ISO 组。图 1C 显

示，ISO组CWI显著升高，而中药灌胃后，ED组与WD
组的CWI均显著降低（P<0.05）。
2. 3　炙甘草汤对MF小鼠心功能的影响　与 NC 组

相比，ISO造模后小鼠心脏功能呈现损伤趋势。中药

干预后，ED组与WD组小鼠EF和FS均未见明显改善

（P>0.05）。见图2A、图2B。
2. 4　炙甘草汤对MF小鼠胶原合成的抑制作用　图

2C 显示，ISO 组的 cTnI 水平较 NC 组明显降低（P<
0.05），ED 组和 WD 组与 ISO 组相比无显著差异（P>
0.05）。图2D显示，ISO组PⅢNP水平较NC组显著升
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高（P<0.05），而ED组和WD组的PⅢNP水平均较 ISO
组显著降低（P<0.05），但 ED 组和 WD 组之间差异无

统计学意义（P>0.05）。
2. 5　炙甘草汤对 MF 小鼠心肌代谢组学的影响　

2. 5. 1 小鼠心肌组织的 1H NMR 谱图分析 本研究

基于氢谱核磁共振技术获得心肌组织典型¹H-NMR
谱图，如图3所示。谱图中主要代谢物是根据人类代

谢组学数据库（HMDB:http://www.hmdb.ca）及本课题

组前期积累的数据库所确定的，共鉴定出 18种差异

表达的内源性代谢产物。

（A）各组小鼠FS水平；（B）各组小鼠EF水平；（C）各组小鼠cTnl水平；（D）各组小鼠PⅢNP水平；组间比较，*P<0. 05，**P<0. 005
图2　各组小鼠心功能及纤维化指标

（A）各组小鼠心肌组织HE染色（从左到右依次为NC组、ISO组、ED组、WD组）；（B）各组小鼠体质量变化趋势（NC组与 ISO组比较，*P<0. 05；
ED组与 ISO组比较，#P<0. 05；WD组与 ISO组比较，&P<0. 05）；（C）各组小鼠心脏体质量指数（组间比较，*P<0. 05）

图1　各组小鼠基本情况
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2. 5. 2 组间代谢轮廓差异分析 OPLS-DA 模型分

析显示：（1）ISO组与NC组代谢轮廓呈现显著分离（见

图4A），表明心肌损伤可改变小鼠心肌代谢轮廓；（2）
ISO组与治疗组（ED组、WD组）代谢轮廓同样存在明

显分离（见图 4B、图 4C），提示炙甘草汤干预可调节

MF小鼠的异常代谢状态；（3）ED组和WD组代谢轮廓

显著分离（见图 4D），表明不同煎煮法制备的炙甘草

汤对MF代谢轮廓的影响存在差异性。

1. 丙氨酸；2. 丁酸盐；3. 甲硫氨酸；4. 谷胱甘肽；5. 丙酮酸盐；6. α-酮戊二酸盐；7. 苯丙氨酸；8. 3-甲基组氨酸；9. 牛磺酸；10. 谷氨酰胺；11.
甘油；12. 胍基乙酸盐；13. 糖原；14. 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸；15. 烟酰胺；16. 色氨酸；17. 尿苷二磷酸葡糖；18. 单磷酸腺苷

图3　典型的小鼠心肌组织代谢氢谱图

图4　各组小鼠代谢轮廓对比OPLS-DA图
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2. 5. 3 差异代谢物筛选 基于OPLS-DA模型（设定

参数P<0.05、VIP>1）筛选得到各组间差异代谢物，结

果见图 5。具体包括：（1）NC 组与 ISO 组间差异代谢

物为甲硫氨酸、谷胱甘肽、谷氨酰胺、甘油、胍基乙酸

盐和单磷酸腺苷；（2）ISO组与ED组间差异代谢物为

苯丙氨酸、3-甲基组氨酸、牛磺酸和甘油；（3）ISO组与

WD组间差异代谢物为甲硫氨酸、谷胱甘肽、α-酮戊

二酸盐、谷氨酰胺、甘油、胍基乙酸盐和单磷酸腺苷；

（4）ED组与WD组间差异代谢物主要为丁酸盐、甲硫

氨酸、丙酮酸盐、甘油和NAD⁺。
2. 5. 4 代谢通路富集分析 基于 Impact>0.01 进行

代谢通路预测，结果显示：（1）NC组与 ISO组间富集到

7条代谢通路，分别为谷胱甘肽代谢、甘油酯代谢、丙

氨酸/天冬氨酸/谷氨酸代谢、半胱氨酸/蛋氨酸代谢、

嘌呤代谢、精氨酸/脯氨酸代谢和甘氨酸/丝氨酸/苏氨

酸代谢；（2）ISO组与ED组间富集到4条代谢通路，包

括苯丙氨酸/酪氨酸/色氨酸生物合成、牛磺酸/次牛磺

酸代谢、苯丙氨酸代谢和甘油酯代谢；（3）ISO 组与

WD组间富集到8条代谢通路，分别为谷胱甘肽代谢、

甘油酯代谢、丙氨酸/天冬氨酸/谷氨酸代谢、半胱氨

酸/蛋氨酸代谢、嘌呤代谢、三羧酸循环（TCA循环）、精

氨酸/脯氨酸代谢和甘氨酸/丝氨酸/苏氨酸代谢。

见图6。

图5　两组间S-plot及差异代谢物图
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3 讨论

MF 是绝大多数心脏疾病终末期的共同病理特

征，也是心脏重构过程中的关键病理生理改变。心肌

细胞受损后会激活损伤修复机制，进而促使MF形成。

心肌梗死后的修复过程通常经历炎症激活、成纤维细

胞增殖活化、瘢痕形成等阶段[5]，最终可能进展为心力

衰竭。

多种临床前模型被用于 MF 研究。大剂量注射

ISO可导致心肌缺血缺氧，尤其在心内膜下心肌层表

现显著，进而诱发心脏炎症反应和病理性心肌肥大，

最终引发MF。本研究中，ISO组小鼠心脏体积增大，

CWI显著升高，提示 ISO可诱导心肌肥大。组织病理

学观察及血清PⅢNP水平显著上升表明，ISO组小鼠

心肌间质纤维组织增多，胶原合成增强，心肌纤维增

厚。以上结果提示MF模型复制成功。炙甘草汤干预

可有效抑制胶原沉积，但对心脏功能指标EF及FS未

见显著影响。此外，ED组与WD组 cTnI水平与 ISO组

比较无统计学差异（P>0.05）。cTnI 作为心肌损伤的

特异性标志物，通常在心肌受损时释放入血，引起血

清cTnI水平升高，但本研究结果与此不符。心肌肌钙

蛋白复合物由 cTnI、cTnT、cTnC 三个亚基组成，其中

cTnI 和 cTnT 可与心肌细胞肌节内细丝结合，并与

cTnC 协同调节钙依赖性肌肉收缩。心脏损伤后，

cTnT和 cTnI均会释放入循环系统。cTnI在血液中的

浓度下降较快，主要因其在血浆中更不稳定，易被降

解为小片段并通过肾脏快速清除。研究表明，血运重

建后cTnI常在数小时内达到峰值，随后呈近似对数线

性下降，说明其存在明显的峰值和回落期。本研究中

cTnI检测时点可能处于其回落期，或与心脏代偿机制

有关，而非心肌梗死所致——在梗死状态下，血清 cT⁃
nI可持续升高[6]。综上所述，炙甘草汤对心脏疾病，尤

其在改善心肌肥大与抑制 MF 方面具有一定防治作

用，但其具体机制尚不明确，可能涉及自噬调节[7]、基

质金属蛋白酶等相关通路[8]。 
本研究进一步观察了心肌组织的代谢变化，通过

统计分析共筛选出 18种差异代谢物，并富集得到 11
条相关代谢通路。ED 组有 4 条通路参与改善 MF 进

程。其中，在苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成代

谢通路中，苯丙氨酸在体内主要氧化为酪氨酸，并与

酪氨酸共同参与糖脂代谢过程，其异常蓄积与心脏功

能障碍密切相关，可能通过氧化应激和炎症反应参与

心肌损伤；色氨酸代谢失衡已被证实是急性心力衰竭

的诱发因素之一[9]，可能通过炎症和神经内分泌途径

影响心肌功能。在牛磺酸代谢通路中，牛磺酸能够通

过抗氧化作用减轻 ISO诱导的心肌损伤[10]，并可调控

成纤维细胞活性及胶原合成，从而抑制 MF 发展[11]。

在甘油酯代谢方面，脂质成分对维持心肌细胞结构和

心脏功能具有重要作用[12]。WD组则通过 8条代谢通

路发挥改善MF作用。在丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢通路中，丙氨酸通过糖异生过程参与能量生成，

其降解依赖线粒体参与，其代谢异常可能通过能量失

（A）1. 谷胱甘肽代谢；2. 甘油酯代谢；3. 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢；4. 半胱氨酸和蛋氨酸代谢；5. 嘌呤代谢；6. 精氨酸和脯氨酸代谢；

7. 甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢；（B）1. 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成；2. 牛磺酸和次牛磺酸代谢；3. 苯丙氨酸代谢；4. 甘油酯代谢；（C） 
1. 谷胱甘肽代谢；2. 甘油酯代谢；3. 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢；4. 半胱氨酸和蛋氨酸代谢；5. 嘌呤代谢；6. 柠檬酸盐循环（TCA循环）；7. 精

氨酸和脯氨酸代谢；8. 甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢

图6　差异物代谢通路图
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衡与氧化应激促进MF；天冬氨酸、谷氨酸则参与三羧

酸循环，与线粒体功能密切相关，在能量代谢中具有

重要作用。在嘌呤代谢通路中，其终产物尿酸可导致

心血管损伤，表现为心肌损害和胶原沉积[13]。其余通

路中，脯氨酸与心脏纤维化过程中促纤维蛋白的合成

相关[14]；苏氨酸与蛋氨酸可转化为羟脯氨酸，影响胶

原纤维的成熟过程；丝氨酸亦被报道对心脏功能具有

改善作用[15]。MF的发生机制涉及炎症反应、胶原合成

与降解失衡以及氧化应激等多方面[16]，本研究中，ED
组与WD组均通过抗炎、抗氧化及抑制胶原合成等途

径改善 MF，但 WD 组的作用还进一步与能量代谢及

线粒体功能调节密切相关。

本研究以甘草酸铵和人参皂苷Rg1为指标成分，

参考东汉时期炙甘草汤的煎煮方法，筛选出指标成分

含量最高与最低的提取工艺。尽管ED组与WD组在

指标成分含量上存在显著差异，但二者在改善心肌病

理损伤、降低心脏体质量指数以及抑制胶原合成等关

键疗效指标上表现一致。这种“成分差异显著而疗效

趋同”的现象，可能源于炙甘草汤作为复方中药的整

体作用特点，具体机制可从以下几个方面进行初步探

讨。（1）多成分协同与阈值效应：尽管两种煎煮方法导

致某些特定成分含量不同，但可能均能使核心活性成

分群达到发挥心肌保护作用的最低效用阈值，从而激

活相似的生物学效应通路。（2）关键活性成分的共性

作用：虽然整体成分谱存在差异，但对MF具有主导治

疗作用的关键活性成分在两种煎煮法中均能有效溶

出并达到治疗浓度，进而主导了相似的疗效输出，表

现为纤维化标志物PⅢNP的显著降低。（3）生物利用

度与体内过程差异：体外成分含量的差异可能在体内

吸收、分布、代谢和排泄过程中被削弱，最终使靶器官

中的活性物质浓度或活性形式更为接近。后续研究

将重点鉴定与MF疗效直接相关的核心活性成分，测

定其体内暴露量，并深入探讨其具体作用机制，以更

精确地阐明煎煮方法差异对疗效影响的具体边界

条件。

本研究丰富了中医经典方剂在MF治疗领域的实

验依据。结果不仅验证了炙甘草汤对 ISO诱导的MF
具有抑制作用，还初步揭示了该方对MF模型心肌代

谢组学的影响，并提示其有效成分对MF的疗效可能

存在阈值效应。后续课题组将围绕炙甘草汤中指标

性成分的治疗阈值及其对心肌代谢物的生物功能调

控两方面展开深入机制研究，为MF的防治机制研究

和临床应用提供更充分的科学依据。
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